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Abstract of EP 0603920 (A1) 

The present invention relates to a method for 
treating bone tissues of animal or human origin, and 
a corresponding implantable biomaterial. According 
to the present invention, a fluid in the supercritical 
state is made to penetrate throughout the bone 
tissue. The bone tissue thus treated may then 
undergo stages of extraction of specific proteins. 
This tissue is ready to be fitted on a damaged bone 
tissue and has mechanical properties at least 
equivalent to those of natural bone. 
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© La presente invention concerne un procede de traitement de tissus osseux d'origine animale ou humaine, et 
un biomateriau implantable correspondant. Selon la presente invention, on fait penetrer un fluide a I'etat 
supercritique dans la totalite du tissu osseux. Le tissu osseux ainsi traite peut ensuite subir des etapes 
d'extraction de proteines speciftques. Ce tissu est appele a etre mis en place sur un tissu osseux lese et 
presente des proprietes mecaniques au moins equivalentes a celles de Cos natural. 
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La presente invention concerne un procede de traitement de tissus osseux et des biomateriaux 
implantables correspondents. 

Plus particulierement, un tel procede permet de traiter un tissu osseux en vue de son implantation chez 
I'homme. Un tel tissu ne doit pas provoquer de rejet (ou du moins le moins possible), et doit presenter une 
5 bonne capacite osteoconductrice, c'est-a-dire, qu'il doit autoriser la formation et la migration de tissu 
osseux neoforme* par le receveur. 

La greffe de tissu osseux est une technique utilisee quotidiennement dans la plupart des services de 
chirurgie orthopedique a travers le monde. Ces greffes peuvent etre de trois types a savoir : 

- les allogreffes, 
10 - les autogreffes, 

- les xenogreffes. 

Les allogreffes osseuses consistent a transplanter du tissu osseux d'un donneur vers un receveur de 
meme espece, mais different du donneur. Les autogreffes osseuses consistent a prelever du tissu osseux 
et a le greffer sur un meme individu. Les xenogreffes osseuses consistent a transplanter du tissu osseux 

75 d'un animal (souvent porcin ou bovin) vers un individu humain. 

Pour realiser ces greffes, on part d'un tissu osseux que Ton traite pour le nettoyer mecaniquement et 
Pepurer de toutes les substances qui nuiraient a son implantation. Ce faisant, on constate, avec les 
traitements utilises dans Tart anterieur, que les proprietes mecaniques du tissu osseux sont alterees. En 
effet, les substances organiques extraites participent aux proprietes mecaniques de Pos. Or, la greffe d'un 

20 implant osseux est en general realisee a des fins de restructuration du squelette, dans une portion soumise 
a des problemes de resistance ou les proprietes mecaniques sont primordiales. En consequence, il serait 
avantageux de disposer de greffons osseux ay ant des proprietes mecaniques equivalentes a celles de Pos 
naturel, voire superieures. 

Par exemple, de tels greffons seraient indiques dans des applications orthopediques et en particulier 
25 lorsque le greffon est mis en charge, a savoir notamment : chirurgie du rachis (fusion cervicale, 
remplacement des disques lombaires, ...), reconstruction du fond de cotyle, chirurgie de reprise d'arthro- 
plastie, osteotomies, pseudarthroses, arthrodeses, ... 

Ainsi, lorsque le greffon est utilise pour restaurer une partie de squelette supportant une prothese 
artificielle implantee (prothese d'articulation, prothese dentaire...), Putilisation d'un greffon dont la resistance 
30 mecanique, notamment en compression, serait superieure a celle de Pos d'origine qui s'est deteriore, 
constituerait un avantage determinant du point de vue de la longevite de fonctionnement de la prothese. Et, 
le greffon interpose entre la prothese et Pos naturel rendrait les variations de proprietes mecaniques plus 
progressives et ameliorerait la qualite" de la transmission des contraintes en evitant des gradients localises 
trop importants de resistance. Egalement, si le greffon a, des son implantation, des resistances equivalentes 
35 a celles de Pos, on supprime tout risque de deterioration pendant la resorption du greffon par un tissu 
osseux neoforme. 

L'invention vise done a proposer un biomateriau implantable dont les proprietes mecaniques, notam- 
ment la resistance en compression, sont au moins equivalentes a celles de Pos naturel. Plus particuliere- 
ment, l'invention vise a proposer un biomateriau implantable dont la resistance en compression peut etre 
40 comprise entre 1 et 2 fois celle de Pos naturel. 

Par ailleurs, l'invention vise aussi a proposer un biomateriau qui ameliore Pefficacite des greffes 
osseuses, tant du point de vue mecanique que du point de vue biologique. 

En effet, les allogreffes presentent de nombreux inconvenients. Tout d'abord, les risques infectieux lies 
a la transmission du tissu osseux d'un individu vers un autre sont nombreux. Tel est le cas, notamment, en 
45 ce qui concerne la transmission du virus HIV du SIDA. Etant donne le developpement important de cette 
maladie, un tel risque infectieux s'est considerablement accru ces demieres annees. Outre ces risques 
infectieux, qui concement egalement d'autres virus, les principles complications liees a Putilisation 
d'allogreffes sont des fractures, une mauvaise recolonisation des tissus osseux implantes (greffons) et des 
rejets de I'implant. La mauvaise recolonisation des greffons pose aujourd'hui un probleme important. En 
50 effet, les tissus du greffon sont senses etre resorbes, envahis puis remplaces par un tissu osseux neoforme. 
Mais cette rehabilitation est jusqu'a present plutot faible. 

Un des buts de la presente invention est done aussi de creer un tissu osseux implantable sur au niveau 
infectieux et immunitaire. 

Un autre but de l'invention est qu'un tel tissu osseux presente une bonne capacite osteoconductrice 
55 (c*est-a-dire facilite une bonne recolonisation des greffons). 

Les autogreffes sont souvent preferees aux allogreffes car elles sont mieux recolonisees et susceptibles 
d'apporter des cellules osseuses sur le site de la greffe. II en resulte que les risques infectieux et 
immunitaires sont notablement reduits, mais ce type de pratique n'est pas totalement satisfaisante. En effet, 



2 



EP 0 603 920 A1 

elle est douloureuse, souvent mal acceptee par le patient, et presente des risques de complication au 
niveau du site donneur. En outre, de nombreuses interventions requierent de grandes quantites de tissu 
osseux incompatibles avec I'autogreffe. 

Les xenogreffes osseuses presentent elles aussi de nombreux inconvenients. En general, ces greffes 

5 provoquent de fortes reactions immunitaires (rejet). Pour pallier cet inconvenient, diverses tentatives visant 
a attenuer ou supprimer ces reactions ont ete effectuees. Leur principe reside generalement en une 
deproteinisation du tissu osseux avant implant. En effet, les prolines contenues dans le tissu osseux sont a 
I'origine d'une partie des reactions de rejet. Ces reactions de rejet sont egalement liees a la presence de 
debris celiulaires dans les tissus meduilaires et aux autres elements de ces tissus. 

w Pour extraire les proteines du tissu osseux, il est connu d'utiliser des solvants organiques. Les solvants 
les plus utilises sont : Tethylene diamine, le peroxyde d'hydrogfcne, divers solvants chlores tels le 
chloroforme ou le dichloromethane, mais aussi I'ethanol et I'acetone. La plupart des tissus osseux ainsi 
deproteines ne presentent pas ou peu de reactions immunitaires. lis sont generalement bien revascularises 
et sont envahis par des cellules osteogeniques du receveur. Cependant ils ne presentent pas eux-memes 

75 de proprietes osteoinductrices. Leur resistance mecanique est generalement inferieure a celle de I'os 
naturel ou du meme ordre. 

On remarquera cependant que les solvants utilises pour la deproteinisation sont souvent hautement 
toxiques. De ce fait, les tissus osseux doivent etre soigneusement rinces (ce qui n'est pas facile, etant 
donne leur porosite) pour eviter toute pollution du site receveur. 

20 Le brevet FR-A-2.654.625 d£crit un procede de deproteinisation utilisant de tels solvants toxiques 
associes a un agent d'extraction selectif a base d'uree. Un tel procede se solde malgre tout par une 
delipidation tres heterogene, puisque selon ce brevet il peut rester de 0,5 a 5 % de lipides. 

Les fluides a I'etat supercritique sont deja connus pour extraire des matieres diverses telles que lipides, 
proteines, nucleotides, saccharides de tissus ou organes d'animaux. Neanmoins, ces procedes connus sont 

25 consideres com me complexes et onereux a mettre en oeuvre, sans fournir d'avantages preponde rants par 
rapport aux autres procedes d'extraction. 

Ainsi, Tart anterieur n'enseigne pas la possibility d'effectuer une extraction de matieres organiques lors 
du traitement d'un tissu osseux a la suite de laquelle la resistance mecanique du tissu osseux est 
amelioree. 

30 La presente invention a pour but de pallier I'ensemble des inconvenients de Tart anterieur et notamment 
de proposer un tissu osseux implantable de resistance amelioree par rapport a celle de I'os naturel, qui soit 
sOr au niveau infectieux et immunitaire, qui presente une bonne capacite osteoconductrice et qui ne mette 
pas en oeuvre de produits toxiques. La presente invention a notamment pour but de proposer un proced£ 
permettant le traitement d'un tel tissu osseux. 

35 A cet effet, la presente invention concerne un procede de traitement de tissus osseux animaux ou 
humains pour I'obtention d'un biomateriau implantable sur un etre humain et destine a subir des contraintes 
mecaniques, dans lequel on nettoie mecaniquement le tissu osseux de toutes les matieres organiques qui 
Tentourent et on extrait du tissu osseux les matieres organiques, caracterise en ce qu*il comporte au moins 
une etape dans laquelle on fait pen^trer un fluid e a Tetat supercritique dans la totalite du tissu osseux. 

40 Les inventeurs ont ainsi constate avec surprise que le seul fait de placer le tissu osseux au contact d'un 
fluide supercritique au cours du traitement renforce sa resistance mecanique alors meme que Ton extrait 
les matieres organiques. 

Selon I'invention, on fait penetrer le fluide a I'etat supercritique dans le tissu osseux lors d'une etape 
d'extraction des matieres organiques essentiellement iipidiques presentes dans le tissu et qui sont 
45 solubilisees dans le fluide a I'etat supercritique. L'extraction ainsi realisee par ce fluide supercritique 
presente des qualites qui se trouvent particulierement appropriees au tissu osseux. 

Selon I'invention, le procede consiste a : 

a) nettoyer mecaniquement le tissu osseux de toutes les matieres organiques qui I'entourent, 

b) decouper ce tissu osseux selon une forme predeterminee, 

50 c) nettoyer le tissu osseux pour en extraire des constituants nocifs a une bonne reimplantation, en faisant 
penetrer dans la totalite du tissu osseux, un fluide a I'etat supercritique adapte pour solubiliser et extraire 
les matieres organiques essentiellement Iipidiques presentes dans ce tissu, 

d) laver, deshydrater et steriliser le tissu osseux ainsi nettoye. L'etape de nettoyage c) consiste en outre 
a traiter de maniere chimique et/ou enzymatique le tissu osseux pour en extraire des proteines 
55 specifiques restantes. 

Le fluide a I'etat supercritique c est-a-dire presentant une viscosite dynamique faible (proche de celle 
d'un gaz), un coefficient de diffusion eleve, une tres faible tension interfaciale et une masse volumique 
elevee (proche de celle d'un liquide) diffuse facilement a travers le materiau poreux sans aucun probieme 
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de mouillabilite. En outre, le pouvoir solvant d'un tel fluide est eleve (proche de celui des liquides et 
pouvant atteindre 10 8 fois celui d'un gaz), et peut etre module en faisant varier la pression. II en resulte 
qu'un tel fluide a I'etat supercritique dissous facilement et pratiquement totalement les matieres organiques 
essentiellement lipidiques presentes dans le tissu osseux. Les risques immunitaires et infectieux s'en 
s trouvent considerablement amoindris. 

Un des avantages de Pinvention reside dans Putilisation du dioxyde de carbone (CO2) en tant que fluide 
I I'&at supercritique, en effet, ce composant presente de nombreuses proprietes intSressantes, & savoir : 

- sa temperature critique, de 31 * C, est basse. On peut ainsi avoir du dioxyde de carbone a I'etat 
supercritique en travaillant a une temperature de I'ordre de 31 • pour une pression de I'ordre de 7,38 

70 MPa. Selon ia pression appliquee, on peut done travailler a des temperatures comprises entre 31 0 et 

60 • C auxquelles la seule alteration du tissu osseux possible est une d^naturation du collagene qui 
lui enleve son caractere antigenique, 

- son pouvoir solvant est excellent, en particulier pour les lipides. II est par exemple connu que de 
nombreux acides gras et triglycerides peuvent avoir des solubilites dans le dioxyde de carbone a 

75 I'etat supercritique pouvant alter jusqu'a 10%. Or ces lipides sont presents en grande quantite dans 

les tissus medullaires qui impregnent I'os spongieux, ils sont fortement antigeniques et toujours tres 
difficiles a eli miner ; de plus n'etant pas mouillables, ils constituent une barriere physique prevenant 
la recolonisation du greffon, 

- il renforce les proprietes biomecaniques de i'os et favorise Post§ointeg ration du tissu osseux implants, 
20 - e'est un produit naturel d£pourvu de toute toxicity 

- il est facile a se procurer et ne presente pas de danger ni pour le produit traite, ni pour 
Pexperimentateur. 

Avantageusement, le traitement du tissu osseux est complete par un traitement chimique ou enzymati- 
que plus particulierement adapte pour extraire les matieres proteiques presentes dans le tissu osseux. 

25 La presente invention concerne egalement un biomateriau implantable obtenu selon le procede ci- 
dessus indique, et constitue par un tissu osseux epure et ayant ete place au contact d'un fluide a I'etat 
supercritique, ledit tissu etant adapte pour etre implante chez I'homme au niveau d'un tissu osseux lese. 

Selon I'invention, le tissu osseux a e\6 epure des matieres organiques essentiellement lipidiques par 
extraction a I'aide du fluide a I'etat supercritique. 

30 Un tel materiau presente une resistance equivalente ou superieure a celle de I'os naturel, est sur au 
niveau infectieux et immunitaire, ne presente pas de toxicite, et du fait de ['extraction quasi complete des 
lipides qu'il contenait a I'origine, offre une bonne capacite osteoconductrice. 

D'autres objets, caracteristiques et avantages de la presente invention, ressortiront de la description qui 
va suivre, a titre d'exemple non limitatif, qui se refere au schema annexe representant une installation pour 

35 la mise en oeuvre du procede selon I'invention. 

L'installation representee sur Ia figure comporte un reacteur 1 dans lequel on place le tissu osseux 2 et 
a travers lequel on entretient un courant de dioxyde de carbone CO2 a I'etat supercritique. 

Le dioxyde de carbone est stocke a I'etat liquide dans une bouteille 3, traverse un filtre 4, est refroidi 
par un groupe refrigerant 5 a une temperature ou il est certainement liquide, de I'ordre de 0' C, puis 

40 introduit dans un reservoir tampon 6. Une pompe 7 doseuse est placee en aval du reservoir 6 pour 
comprimer le dioxyde de carbone liquide a une pression permettant son passage a I'etat supercritique. Une 
vanne 8 est placee en aval de la pompe 7 pour isoler le rdacteur 1 en vue de son chargement ou de son 
dechargement. Avant son introduction dans le reacteur 1, le dioxyde de carbone est rechauffe par un 
rechauffeur 9, de sorte qu'a la sortie de ce rechauffeur 9, le dioxyde de carbone se trouve a I'etat 

45 supercritique. Le dioxyde de carbone traverse le reacteur 1 et en sort a une extremite opposee a son 
extremite d'introduction. Une vanne 10 est placee en aval du reacteur 1 pour permettre de I'isoler du circuit. 
La vanne 10 permet egalement de realiser une chute de pression avant I'introduction du dioxyde de 
carbone dans un premier separateur 11. Les matieres dissoutes dans le dioxyde de carbone sont 
recupdrees a la sortie 12 du separateur 11. L'installation comprend aussi un deuxieme etage de separation 

50 comprenant une vanne 13 faisant encore chuter ia pression et un deuxieme separateur 14 ayant une sortie 
18 de recuperation des matieres organiques. On peut prevoir plus de deux etages de separation, selon les 
besoins. Le dioxyde de carbone, a la sortie 12, 18 des etages de separation, est recycle dans le circuit par 
I'intermediaire d'une vanne 15. La bouteille 3 est reliee a ce circuit ferme par I'intermediaire d'un clapet 
anti-retour 16 et d'une vanne 17. 

55 Le procede de traitement de tissu osseux selon I'invention est decrit ci-apres. 

De maniere classique, on procede en premier lieu a un nettoyage mecanique de I'os, puis a sa 
decoupe aux dimensions souhaitees et selon une forme predeterminee. La forme du tissu osseux peut par 
exemple etre un parallelepipede rectangle, un cylindre ou tout autre forme appropriee. Ce tissu osseux est 
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alors place dans le reacteur 1 (^extraction. Les conditions op£ratoires optimales sont reunies pour une 
temperature comprise entre 31 • et 60* C et une pression de I'ordre de 1.5.10 7 a 4.10 7 Pa. 

Le dioxyde de carbone CO2, est pompe sous forme iiquide par la pompe 7 doseuse. Ce liquide est 
prechauffe en amont du reacteur 1 d'extraction afin d'etre introduit dans celui-ci a I'etat supercritique. 

5 On rappelle que les fluides a I'etat supercritique peuvent etre definis comme des gaz places dans des 
conditions de temperature et de pression telles que leurs proprietes sont intermediates entre celles des 
gaz et celles des liquides. On les nomme encore "gaz denses" ou "liquide expanse". Pour un corps 
chimique donn£, le point precis du diagramme temperature-pression pour lequel les deux phases liquide et 
vapeur n'en torment plus qu'une est appele point critique. Au-dela de cette temperature critique (Tc) et de 

10 cette pression critique (Pc), le fluide est en I'etat dit "supercritique". 

En traversant le reacteur 1, le dioxyde de carbone a I'etat supercritique solubilise une grande partie des 
matieres organiques, essentiellement lipidiques de Pos. En particulier, il dissout les graisses des tissus 
medullaires contenues dans le tissu osseux. 

En raison des proprietes des fluides supercritiques, cette extraction est tres efficace. Notamment, les 

75 graisses normalement inaccessibles aux solvants chimiques utilises dans les precedes connus sont 
extraites avec le dioxyde de carbone a I'etat supercritique. 

Pour controler I'extraction lipidique realisee par le dioxyde de carbone, on vide en permanence les 
separateurs 11 et 14 de I'extrait en recuperant les residus gras. On laisse le tissu osseux au contact du 
dioxyde de carbone supercritique pendant qu'un debit de residus gras est recuperS a la sortie 12, 18 des 

20 separateurs 11, 14. La duree du traitement varie en fonction du poids de tissu osseux a traiter et du debit 
de dioxyde de carbone supercritique introduit dans le reacteur 1. On peut ainsi interrompre le procede en 
contrdlant la masse de dioxyde de carbone traversant le tissu osseux dont la masse est elle-meme 
determinee. On sait en effet que le rendement massique de I'extraction est une constante. Ainsi, a Paide 
d'un debitmetre massique place en serie a la sortie du reacteur 1, on peut interrompre le procede lorsque 

25 la masse de dioxyde de carbone utilise est suffisante. 

On notera que les elements extraits se composent a plus de 98 % de graisse. Le tissu osseux quant a 
lui, contient apres traitement en moyenne moins de 2 % de graisse, et ceci de manure homogene. Et sa 
resistance a la compression est de I'ordre de 10 a 20 MPa. 

On notera que, contrairement a ce qui se passe de maniere classique dans un reacteur chimique, ce 

30 n'est pas I'extrait (matiere essentiellement lipidique) qu'on utilise par la suite, mais le reliquat (le tissu 
osseux). 

Et le fluide a I'etat supercritique presente ainsi la double fonction de renforcer le materiau osseux, ce 
qui ameliore ses proprietes biomecaniques, et d'£purer le materiau osseux. 

Le tissu osseux ainsi traite subit une action complementaire classique de traitement chimique ou 
35 enzymatique pour extraire des proteines specifiques. Le traitement complementaire chimique peut etre 
realise a partir de peroxyde d'hydrogene, tandis que le traitement enzymatique peut etre effectue a Taide 
de protease. Ce traitement complementaire assure une meilleure extraction des proteines du tissu osseux 
et diminue d'autant le risque de rejet du tissu osseux ainsi traits. 

Ensuite, le tissu osseux est soumis a un lavage. Ce lavage est realise dans plusieurs bains successifs 
40 d'eau distillee a une temperature comprise entre 30 • et 60 • C. 

Une etape de deshydratation et de disinfection du tissu osseux est ensuite realisee. Cette etape est 
realisee par passage dans plusieurs bains successifs d'ethanol de concentration croissante, par exemple 
70, 95 et 100 %. On notera que l'6thanol etant un excellent virucide, il permet simultanement de 
deshydrater le tissu et d'accroitre la securite infectieuse du biomateriau. Un sechage en etuve ventilee a 
45 une temperature comprise entre 30 et 60 • C complete ce procede. 

Le tissu osseux est alors soumis a une sterilisation apres avoir ete emballe. Cette sterilisation peut etre 
effectuee par irradiation soit aux particules beta, soit aux rayons gamma (25 k Gray). Une eventuelle 
nouvelle taille du tissu osseux avant implant est possible pour I'adapter au tissu osseux receveur. En effet, 
le tissu osseux ainsi traite est relativement dur et peut se retainer sans s'effriter. 
50 Dans le tableau ci-apres, on trouvera les resultats d'analyses d'un tissu osseux non traite (exemple 1), 
d'un tissu osseux traite uniquement a I'aide du CO2 a I'etat supercritique (exemple 2), et de tissus osseux 
traites au CO2 et ayant subi une etape complementaire, soit chimique (exemple 3), soit enzymatique 
(exemple 4). 

Les valeurs respectives de teneur en matiere organique MO, en carbone organique C, en azote N, en 
55 residu lipidique (lipides) et la resistance a la compression sont donnies pour chacun de ces quatre 
exemples. Les valeurs indiquees sont des valeurs moyennes ; entre parentheses est donne I'intervalle de 
tolerance. 

Les tissus osseux analyses proviennent d'extremites distales de femur de bovin. 
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Exemple 1 : os 
non traits 


Exemple 2 : os 
traite au CO2 


Exemple 3 : os 
traite au CO2 + 
peroxyde 
d'hydrogene H2O2 


Exemple 4 : os traite 
au CO2 + protease 


MO (%) 


62,7 (50,0-70,3) 


23,0 (21,6-25,7) 


20,8 (18,9-21,9) 


20,6 (16.1-23,6) 


C (%) 


44,8(43,1-46,5) 


10,8 (10,1-12,4) 


9,2 (8,7-10,3) 


9,8 (8,8-11.6) 


N (%) 


2,4 (2,2-2,6) 


4,1 (3,9-4,3) 


3,9 (3,3-4,3) 


4,0 (3,0-4,7) 


lipides (%) 


51,3 (24,7-77,3) 


1 ,9 (0,6-5.3) 


1 .5 (0,8-3,0) 


1,7 (0,8-2,8) 


Resistance a !a compression 


8,9 MPa 


16,9 MPa 


10,7 MPa 


11,5 MPa 



Une deuxieme serie d'essais identiques a ete realisee a partir d'os bovins d'une autre origine. Dans le 
tableau ci-apr&s, les r^sultats sont donnes en moyenne sur 38 mesures pour les exemples 1 et 4, 39 
mesures pour Pexemple 2 et 28 mesures pour Pexemple 3. 





Exemple 1 


Exemple 2 


Exemple 3 


Exemple 4 


MO (%) 


62,1 


22,8 


19,6 


20,6 


C(%) 


46,6 


10,8 


8,6 


9,6 


N(%) 


2.4 


4,1 


3,6 


4,1 


lipides (%) 


51,0 


1,1 


0,7 


1.3 


Resistance a la compression 


10.42 MPa 


14,91 MPa 


10,65 MPa 


1 1 ,54 MPa 



Par rapport au seul traitement avec un fluide a Petat supercritique (exemple 2), on constate, pour les 
30 exemples 3 et 4, une baisse des teneurs en carbone et en azote, et plus generalement en matiere 

organique. Cette baisse correspond a Pelimination de la fraction non lipidique des tissus medullaires ainsi 

qu'a la solubilisation des proteines solubles du tissu osseux. Cette operation permet de reduire considera- 

blement les reactions inflammatoires et am£liore encore Post6oconduction comme I'ont montre des 

experiences effectuees sur Panimal. 
35 On notera que les proprietes biomecaniques de ces implants sont statistiquement meilleures que celles 

de Pos, a partir duquel ils sont realises (exemple 1). En effet, la resistance a la compression d'un tissu 

osseux traite est superieure a cede du tissu osseux temoin non traite. 

On notera en variante du procede ci-dessus decrit, que les etapes de nettoyage et de decoupage du 

tissu osseux peuvent etre effectuees de la maniere suivante. 
40 L'etape de nettoyage peut etre effectuee en utilisant un proced£ de sablage ou du corindon (alumine) 

est envoye sous une. pression comprise entre 4.1 0 5 et 10 6 Pa sur Pos afin de le debarrasser de tous les 

tissus mous adherents, y compris le p£rioste. Cette technique est beaucoup plus rapide et efficace que les 

methodes traditionnelles qui sont toutes manuelles alors que le sablage peut etre effectue dans des 

appareils robotises entierement automatiques. 
45 L'etape de decoupe peut, quant a elle, etre une decoupe par jet d'eau. Une telle decoupe permet une 

precision pouvant aller jusqu'a 10um, elle est effectuee par un jet d'eau pure evitant done tout risque de 

pollution par Poutil de decoupe et elle est industrialisable. 

Bien entendu, la presente invention n f est pas limitee au mode de realisation choisi et englobe toute 

variante a la portee de Phomme du metier. Ainsi, Petape de nettoyage chimique realisee a Paide d*un fluide 
50 a Petat supercritique peut etre completee par Pajout d'un fluide dissous dans le fluide a Petat supercritique, 

et dont Paction specifique sur le tissu osseux pourra avoir lieu dans le reacteur meme. 

II est alors possible de reaiiser Pensemble des reactions de deproteinisation et de delipidation dans un 

meme lieu (le reacteur) et en meme temps. En outre, le fluide ainsi dissous dans le fluide a Petat 

supercritique se trouve a une temperature et a une pression extremement favorables pour ce type de 
55 reaction. 

Ainsi, si on souhaite eliminer des proteines des tissus medullaires ou de la matrice extracellulaire 
osseuse, ou encore des debris cellulaires d'origine medullaire et dont le haut pouvoir antigenique est en 
grande partie responsable de r§ponses immunitaires, on peut avantageusement introduire dans le circuit du 
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reacteur, des detergents, des oxydants de la matiere organique, des enzymes specifiques de telle ou telle 
reaction et plus general em ent toute substance adequate pour le traitement souhaite dans la mesure ou elle 
est solubilisee par le CO2 a I'etat supercritique. 

On notera que le procede et le biomateriau ci-dessus decrits peuvent etre realises & partir d'os 
5 humains ou animaux. lis sont applicables a la realisation d'un greffon, notamment pour des applications 
orthopediques, et dans les applications ou le greffon subit des contraintes mecaniques, par exemple : 
chirurgie du rachis (fusion cervicale, remplacement des disques lombaires, ...), reconstruction du fond de 
cotyle, chirurgie de reprise d'arthroplastie, osteotomies, pseudarthroses, arthrodeses, ... 

to Revendications 

1. Procede de traitement de tissus osseux animaux ou humains pour Tobtention d'un biomateriau 
implantable sur un etre humain et apte a subir des contraintes mecaniques, dans lequel on nettoie 
mecaniquement le tissu osseux de toutes les matieres organiques qui I'entourent et on extrait du tissu 

75 osseux les matieres organiques, caracterise en ce qu'il comporte au moins une etape dans laquelle on 
fait penetrer un fluide a retat supercritique dans la totality du tissu osseux. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que Ton place le tissu osseux dans un courant de 
fluide supercritique qui le traverse. 

20 

3. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que iadite etape est une etape 
( dans laquelle on extrait les matieres organiques essentieliement lipidiques presentes dans le tissu qui 
sont solubilisees dans le fluide a I'etat supercritique. 

Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il consiste a : 

a) nettoyer mecaniquement le tissu osseux de toutes les matieres organiques qui I'entourent, 

b) d£couper ce tissu osseux selon une forme predeterminee, 

c) nettoyer le tissu osseux pour en extraire des constituants nocifs a une bonne reimplantation, en 
faisant penetrer dans la totalite du tissu osseux, un fluide a I'etat supercritique adapte pour 
solubiliser et extraire les matieres organiques essentieliement lipidiques presentes dans ce tissu, 

d) laver, deshydrater et steriliser le tissu osseux ainsi nettoyg. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que retape de nettoyage c) consiste en outre h 
traiter de maniere chimique et/ou enzymatique le tissu osseux pour en extraire des proteines 

35 specifiques restantes. 

6. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que le fluide a retat supercriti- 
que utilise est du dioxyde de carbone C0 2 . 

40 7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que le dioxyde de carbone CO2 a I'etat de fluide 
supercritique presente une temperature de I'ordre de 31 0 a 60 • C, et est soumis a une pression de 
I'ordre de 1.5.10 7 k 4.1 0 7 Pa. 

8. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que le fluide a retat supercriti- 
45 que contient des fluides specifiques dissous, ces fluides specifiques etant adaptes pour extraire du 

tissu osseux des proteines ou autres substances specifiques. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en que des fluides specifiques adaptes pour 
extraire du tissu osseux des proteines specifiques sont utilises dans une etape de lavage effectuee 

50 apres retape dans laquelle le fluide a I'etat supercritique est utilise. 

10. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'on nettoie mecaniquement le 
tissu osseux par sablage a I'alumine. 

55 11. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'on decoupe le tissu osseux 
par jet d'eau sous haute pression. 
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12. Procede selon Tune des revendications prec£dentes, caracterise en ce qu'apres le traitement du tissu 
osseux par le fluide a I'etat supercritique. on le lave par passage. dans plusieurs bains successifs d'eau 
distillee a une temperature comprise entre 20 " et 60 * C. 

5 13. Proc6d6 selon la revendication 12, caracterise en ce qu'apres avoir lave le tissu osseux, on le 
deshydrate et on le desinfecte par passage dans plusieurs bains successifs d'ethanol de concentration 
croissante, puis par un sechage en etuve ventilee a une temperature comprise entre 31 • et 60 • C. 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce qu'apres avoir deshydrate le tissu osseux, on le 
w sterilise apres emballage par irradiation. 

15. Biomateriau implantable obtenu selon le procede conforme & Tune des revendications pr6ce*dentes, 
caracterise en ce qu'il est constitue par un tissu osseux epure et ayant et§ place au contact d l un fluide 
a I'etat supercritique, ledit tissu etant adapte pour etre implante chez I'homme au niveau d'un tissu 

15 osseux lese. 

16. Biomateriau selon la revendication 15, caracterise en ce que le tissu osseux a ete epure des matieres 
organiques essentiellement lipidiques par extraction a Taide du fluide a I'etat supercritique. 

20 17. Biomateriau selon Tune des revendications precSdentes, caracterise en ce qu'il presente un rSsidu 
lipidique inferieur a 2 % et une resistance a la compression de Tordre de 10 a 20 MPa. 
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